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{54) Zpiisob vyroby 173-hydroxy-4-androsten-3-onu, 17a-methyl-17ﬁ—”
. -hydroxy-4-androsten-3-onu a 17g-hydroxy-4-estren-3-onu.

znatenych radicizetepy jodu

1

. Vynélez se tykd zplsobu vyroby radio-
aktivnich jododerivatt 178-hydroxy-4-and-
rosten-3-onu  (testosteronu), 17x-methyl-
-178-hydroxy-4-androsten-3-onu {methyltes-
tosteronu} a 17g-hydroxy-4-estren-3-onu
"{nortestosteronu) s atomem jodu vézanym
p¥imo na steroidni skelet.

Steroidni slouteniny, obsahujici{ radioak-
tivni atom bud slou€ening vlastni jako SH,
nebo jiny vhodny isotop jiného prvku (nej-
Cast&ji 1%51) vézany pFes konjugédt steroidu
s histaminem nebo tyraminem se jako ra-
dioligandy S8iroce pouZivajl v radioimuno-
analyze (RIA) steroidd. Jiné metody stano-
ven! ‘hladin steroid@i v biologickych tekuti-
ndch jsou pro jejich nizké koncentrace
technicky velmi obti¥né. Tritiované steroi-
dy jsou vhodné pro RIA svou. imunoreakti-
vitou a stabilitou, hlavnim jejich nedostat-
kem je obti¥nd detekce me&kkého @ zarent
tritia, vyZadujici sloZité, drahé a v ZST ne-
'vyrdb¥&né scintilatni spektometry. ‘

Oproti- tomu -detekce y izotopy zna&enych .
steroidd je podstatnd jednodu33i a levngj-
§1. "Jododerivdty steroidd, znafené 1] se
pouZivaji pro RIA stanoveni zatim ménd
fasto. Atom jodu je v t&chto sloufeninéch
vézédn na histaminovy nebo tyraminov§ zby-
tek, ktery je pFipojen ke steroidni mole-
kule. U t&chto konjugdtli miZe dochézet ze
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sterickych dévodfi ke sniZeni imunoreak-
tivity oproti plivodnimu stercidu a rovné¥
ke zvySeni nespecifické vazby. Syntéza
téchto ldtek je dosti obtiZnd a vyZaduje

‘komplikovany separalni postup. Stabilita

jodovanych konjugédtit je niZsi neZ u tritio-
vanych slouCenin jak v pevném stavuy, tak
i v roztoku; zvl4St& pak jsou nestabilni p¥i

‘podédni in vivo do organismu., Tato nesta-

bilita mbZe byt zvlastd nevyhodnid v bu-
doucnu, protoZe v nukleérni medicing se u-

' vaZuje o moZnostech pozitivni scintigrafie

hormonéln& dependentnich orgdnt pomoci
specifickych radiofarmak znafenych y izo-
topy. :

Neddvno byly pfipraveny jododerivaty né&-
kterych steroiddl, v nichZ je atom jodu vé&-
zdn prfimo na steroidni skelet. Této vazhy
je dosahovédno kréatkodobym zah¥&tim sm-
sl steroidu s radioaktivnim jodidemsod-
nym na teplotu 173 aZ 179 °C (Thakur M.
L., Vaters S. L.: Evaluation of a method for
the preparation of -high specific activity
radioiodinated oestradiol, Int. J. Appl. Ra-
diat. Isotopes 27:585—588, 1976), Autofi
viak neprovedli podrobn#jsi studium re-
akfnich produktl ani jejich vlastnosti,
vCetn® moZnosti vyuZiti pro RIA. V pracech
Hampl R., Dvofék P., Luke3ov4 S., Kozék I.,
Chrpovd M., Stdrka L.: The use of iodina-
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ted steroid as radioligand for test()sterone—,

vradioimmunoassay, (J. Steroid. Biochem. 9:
771—773, 1978) a Dvofék P., Hampl R., Lu-
keSova § Kozék 1., Chrpova M., Stérka L.:
Radlolmmunoassay of testosterone -compar-
sion of SH and 1% labeling . (Radiochem.
- Radioanal: Letters 34:295—300, 1978) au-
to¥i tohoto vynédlezu srovnali moZnost po-
uZiti 1251 a 3H radioligandd k RIA testoste-
ronu. ‘ ' _
Vét§ina uvedenych nedostatkdd je odstra-
néna zplhsobem vyroby 17g-hydroxy-4-and-
rosten-3-onu, 17¢-methyl-178-hydroxy-4-and-
rosten-3-onu a 178-hydroxy-4-estren-3-onu
ze skupiny A4-3-ox0-Cig-steroidfi, znade-
nych na skeletu radiojodem podle vynéle-
zu, jehoZ podstatou je tiprava beznosifo-
vého radioaktivniho jodidu sodného tim, Ze
se jeho komerén& doddvany roztok odpaii
do sucha a odparek se extrahuje poldrnim
organickym rozpoust8dlem (aceton, metha-
nol, methylethylketon, diethylether). Tim
dO]de k odd&leni p¥imé&si, obsaZen§ch jako
stabilisdtory. v roztoku radiojodidu a zt&Zu-
jicich provedeni reakce. Extrakt se pridé4
ke steroidu urfenému ke znadeni, prifemZ
moldrni pomé&r steroidu k jodidu sodnému
Gini 100:1 a% 1000000:1 a vysledny roz-
tok se odpali do sucha. Odparek se pak za-
h¥ivd v lazni pii teplot¥ leZic! mezi teplo-
tou tani p¥islu¥ného steroidu aZ 190 °C po
dobu 0,5 aZ 5 minut, _
Reak&ni sm#&s se opakovan® chromato-
grafuje na tenké vrstvd silikagelu s UV 254
absorpénim indikdtorem (Silufol UVas4), u-
moZiiujicim pozorovat A4-3-oxo-Ciesteroidy
v UV svétle. Vhodnymi soustavami pro chro-
matografii jsou cyklohexan-ethylacetdat1:1
a benzen-methanol 9:1, v nich¥ relativni

‘R; jodovaného imunoreaktivnfho . produktu

vzhledem k vychozimu A4-3-oxo-Cissteroi-
du &inf 0,60 aZ 0,85. Tento radioaktivni pro-
dukt se po eluci pouZije jako radioligand
pro RIA toho steroidu, kter§ byl pouZit ke
znateni.

PouZitim -extrakci upraveného radioativ-
niho jodidu sodného je dosahovdno 2 aZ
S5krat vy3sich vyt&Zki ne¥ s neupravenym
jodidem a je moZné pouZit radioaktivni jo-
did sodny rdzné specifické aktivity a od
riznych vyrobcl. Syntéza jododerivath ste-
roidd je jednodu3$i neZ syntéza konjugédtd
a rovnéZ i jejich separace je z divodd je-
]ich vysoké chemické stability jednodusst
neZ u histaminyl- a tyraminylderivat. Sta-
bilita roztokfi steroidi -jodovanych pfimo

na jddfe je vy38i neZ u konjug4tfi, nebot -

nedochédzi k hydrolyze konjugovanych sku-
.pin ve vodnych roztocich. Vyhody jedno-
dul3i .detekce y zfistdvaji rovns% zachové-

ny.
Pr¥iklady provedent
P¥iklad 1

- Upravy radioaktivntho jodidu sodného

- matografie se opakuje.

4

-a) Ke komerénd doddvanému Nal?I v 0,1
N NaoH o celkové aktivit§ 37 MBq se pfi-
dé 0,2 ml nasyceného vodného roztoku- hy-
drogenfosforenanu draselného a smds se
odpafi proudem dusiku p¥i teploté 90 °C.
Zbytky vody se odstrani dvojndsobnym od-
pafenim-s 2 ml ‘Sm&si methanol-benzen
1: 1, Radioaktivni jodid sodny se extrahuje
2 minutovym tfepédnim s 2 ml acetonu. Ace-

“tonovy ‘extrakt jodidu se pouzlje pro syn-

tézu,

bj Komerén& doddvany roztok Nal®] ve
fysiologickém = roztoku o celkové -‘aktivits
185 MBq se pfi teploté 60 aZ 80 °C odpafi

‘za sniZeného tlaku dosucha. Radioaktivni

jodid sodny se extrahuje 2 ml methanolu
Za tfepéni po dobu 2 minut, Metanolovy
extrakt jodidu se pouZije pro syntézu.

P¥iklad 2

Syntézy a vyisolovdni imunoreaktivnich jo-
dovangch znafenych steroidd :

a) K extraktu upraveného radioaktivnfho
jodidu sodného (viz. p¥fklad 1 a) nebo 1 b}
se. pfid4d 0,2 ml (1 mg) acetonového roz-
toku testosteronu a po promichéni se roz-
poustédlo odpaii v proudu dusiku. Zku-
mavka s odparkem se zahfeje na olejové

_14zni po dobu 90 s pfi teplotd 172 aZ 175 °C.

Po ochlazeni se tavenina rozpusti v 0,2 ml

- acetonu a chromatografuje na Silufolu UV

254 v soustavé benzen-methanol 9:1.- Po
vyhodnoceni rozd&leni radioaktivity se vy-
eluuje acetonem (5 ml) frakce o R;=0,24
aZ 0,38 (R; testosteronu = 0,40 aZ 0,50]).
Kontrola ¢istoty vzniklého jododerivétu se
provede radioimunologickym srovnanim s
SH testosteronem o specifické aktivitd 740
GBg/mmol. V p¥ipad®, Ze produkt vyhovuje
pro RIA mén& neZ tritiovany steroid, chro-
-‘Takto _pi‘ipraveny
produkt se pouZije jako radioligand k RIA
testosteronu.

b} K extraktu upraveného radioaktivni-
ho jodidu sodného (viz. pfiklad 1 a) nebo
1 b) se pfidd 0,1 ml (0,1 mg) acetonového
roztoku methyltestosteronu -a po promi-

chén! se rozpoustddlo odpaif v proudu du-

sfku. Zkumavka s odparkem se zahfeje na -
olejové lazni po dobu 60 s pi¥i teplotd 180
aZ 182 °C. Po ochlazeni se tavenina rozpus-
ti v 0,2 ml acetonu a chromatografuje na
Sllufolu UV 254 v soustav¥ benzen-metha-
nol-aceton 9:1:1, Po vyhodnoceni rozdg-
leni radioaktivity se- vyeluuje acetonem
(5 ml) frakce s R;=0,23 a% 0,35 (R; me-
thyltestosteronu = 0,51 aZ 0,60). Kontrola
Cistoty se provede srovndnim s SH methyl-
testosteronem obdobn& jako v piikladu 2a}.-

¢). K extraktu upraveného radioaktivniho
jodidu sodného (viz. p¥iklad 1 a) nebo 1
b) se pfidd 0,1 ml (0,2 mg) acetonového
roztoku nortestosteronu a po promichéni a
odparen! rozpouSt&dla se zkumavka zahfe-
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je na olejové lazni po dobu 180 s pfi teplo-
t8 175 aZ 180 °C. Tavenina se rozpusti v 0,2
ml acetonu a chromtografuje na Silufolu
UV 254 v soustavd cyklohexan-ethylacetat
1:1. Po vyhodnoceni rozdéleni radioakti-
~ vity se vyeluuje acetonem (5 ml) frakce s

R;=0,18 a% 0,33 (R; nortestosteronu == 0,38
aZ 050] Kontrola &istoty se provede srov-
ndnim s 3H nortestosteronem obdobné jako
v pitkladu 1 b).

Radioaktivni jododerivdty A%-3-0x0-Ci¢-
steroidnfch hormontt ‘a syntetickych stero-
idnich 1éfiv 'je moZné vyuZit pro RIA t&ch-
to l4tek v humdéni i veterinérni medicing,
zemsdslstvi a pro ddely dopingové kontro-
ly. VyuZiti téchto latek lze olekdvat v re-
ceptorové analyze in vitro a pro pozitivni
scintigrafii hormondlng dependentnich or-
génl in vivo v-nukledrni medicing.

PREDMET VYNALEZU-

1, Zplisob vyroby 17g-hydroxy-4-andros-
ten-3-onu, 17¢-methyl-178:hydroxy-4-andros-
ten-3-onu a 17g-hydroxy-4-estren-3-onu zna-
éen{/ch radioizotopy jodu, vyznadujicf se
tim, Ze se vodn¢ roztok beznosiového ra-
dioaktivniho jodidu sodného odpa¥i dosu-
cha, odparek se extrahuje poldrnim orga-
nickym rozpoustddlem a vysledn§ extrakt
se pFidd k vy3e uvedenému steroidu urce-
nému ke znaleni, prifemZ moldrni pomér
steroidu k jodidu sodnému ¢ini 100:1 aZ
1000.000 : 1, ziskany roztok se odpafi do-
sucha a odparek se zahfivd pii teplotd v
rozmez{ teploty té&ni piisluSného steroidu

aZ 190 °C, nateZ se reakénf{ smés chroma-

tografuje pro oddéleni Zddouciho imuno-
regl?ivniho radioaktivnino produktu od p¥i-
més

2. Zplsob podle bodn 1 vyznalujici se
tim, Ze pro extrakci beznosxéového radio-
aktlvniho' jodidu sodného se jako polérni-
ho rozpou$tédla pouZivd methylethylketo-
nu, methanolu, acetonu a.diethyletheru.

3. Zpisob podle .bodu 1, vyznalujici se
tim, Ze pro oddéleni %4douciho radioaktiv-
niho produtu od p¥m#si se pou¥ivd opa-
kovand chromatografie na tenké vrstvé si-
likagelu v soustavdch cyklohexan- ethylace-
tdt 1: 1 a benzen-methanol 9: 1.

Sevérografia, n. p., zdved 7, Most
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